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I. INTRODUCCION
1.1. Resumen

La ictiosis recesiva ligada al cromosoma X (ILX) es un error innato del metabolismo debido
a la deficiencia de la enzima sulfatasa de esteroides (SE). Con una frecuencia de 1:2,000-
6,000 en varones, se caracteriza por presentar escamas oscuras, adherentes, regulares de
distribucion generalizada. La SE hidroliza el grupo sulfato de los 3 beta-hidroxiesteroides.
Estd compuesta de 583 amino&cidos, tiene una vida media de 4 dias y se ubica en la
membrana del reticulo endoplasmico rugoso (RER) en forma de pentdmero. Presenta dos
dominios intraluminales, ubicandose el sitio de unién al substrato en la region carboxilo y el
sitio catalitico en la region de formilglicina (FG) 75. El gen de la sulfatasa de esteroides
(STS) se encuentra en Xp22.3, tiene 10 exones y escapa al proceso de inactivaciéon del
cromosoma X. La mayoria de los pacientes con ILX (>90%) presenta pérdida total del gen
STS. Se han reportado, en el gen STS, 11 mutaciones puntuales (3 en nuestro grupo) todas en
el extremo carboxilo de la enzima, 7 deleciones parciales (2 en nuestro grupo) y
recientemente informamos de la primera delecién intragénica (3pb, exén 7). Problema. Las
mutaciones puntuales reportadas en el gen STS se han detectado en la regién carboxilo de la
SE. No se han reportado mutaciones en el gen STS correspondientes al sitio catalitico de la
enzima, de tal forma que nuestro problema se limita a ¢Cudl es el cambio in vitro en la
actividad enzimaética de la SE producido por la mutacion ¢1028 A>T en el gen STS que
produce el cambio Q343L correspondiente a un aminoacido no conservado unido al Ca™ en
el extremo catalitico de la enzima?

Objetivo: Identificar el efecto que se produce en la actividad enzimética de la SE por la
mutacion in vitro ¢1028 A>T en el gen STS que produce al cambio Q343L en el extremo
catalitico del sitio activo de la enzima.

Hipdtesis: La mutacion in vitro ¢1028 A>T en el gen STS que produce el cambio de
aminoacido Q343L localizado en el sitio catalitico producira la actividad enzimatica nula de
la SE como se ha mostrado en los cambios reportados en el region carboxilo de la SE de
pacientes con ILX.

Materiales y métodos. Se realiz6 mutagénesis dirigida c1028 A>T correspondiente al exén
7 del gen STS que produjo el cambio de aminoacido Q343L en el extremo catalitico del sitio
activo de la SE. Se llevo a cabo transformacion bacteriana previa ligacion del cDNA mutado
al vector de clonacion pUCS57. Posteriormente se realizd lipofeccion del plasmido
recombinante en las células A9 que carecen del gen STS y se analizé su inclusion nuclear
con la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH). La determinacion de la actividad
enzimatica de la SE, se realiz6 utilizando sulfato 7-[3H] dehidroepiandrosterona (DHEA-SO4
) como sustrato.

Resultados: La actividad de la enzima SE utilizando DHEA-SO, como sustrato en las
celulas transfectadas arrojo niveles de actividad enzimética similar al control sano y muy por
encima de las células A9 sin transfeccion, como también del control negativo (blanco).
Conclusion: La mutacion ¢1028, CAG>CTG, que produce el cambio Q343L, glutamina >
leucina, un aminoécido hidrofilico por uno hidrofobico ubicado en el sitio activo de la
enzima SE, genera actividad enzimética. No se observo pérdida de actividad enzimatica total
como en las células A9 no transfectadas y el blanco. Por lo que la modificacion Q343L no
altera la actividad enzimatica que inicialmente se habia propuesto.



1.2. Summary

Ichthyosis X-linked recessive (ILX) is an inborn error of metabolism due to deficiency of the
enzyme steroid sulfatase (SE). With a frequency of 1:2,000-6,000 in males, is characterized
by dark scales, adherent, regular generalized distribution. The sulfate group is hydrolyzed to
the 3 beta-hydroxysteroids. It is composed of 583 amino acids, has a half life of 4 days and is
located in the membrane of rough endoplasmic reticulum (RER) as a pentamer. Intraluminal
has two domains, placing the substrate binding site in the carboxyl region and the catalytic
site in the region of formilglicina (FG) 75. The gene for steroid sulfatase (STS) is located in
Xp22.3, has 10 exons and scapes the process of X chromosome inactivation. Most patients
with ILX (> 90%) had total loss of the STS gene. Have been reported in the STS gene, 11
mutations (three in our group) all in the carboxy terminus of the enzyme, seven partial
deletions (two in our group) and recently reported the first intragenic deletion (3pb, exon 7) .
Problem. Point mutations reported in the STS gene were detected in the carboxyl region of
the SE. No mutations were informed in the STS gene for the enzyme catalytic site, so that our
problem is limited to what is the change in vitro enzymatic activity of SE produced by
mutation c1028 A>T in STS gene that produces the change corresponding to an unpreserved
amino acid Q343L linked to Ca++ at the catalytic end of the enzyme?.

Obijective: To identify the in vitro effect that occurs in the enzymatic activity of SE by
mutation ¢1028 A> T in the STS gene that produces change Q343L at the catalytic end,
active site of the enzyme.

Hypothesis: Mutation in vitro ¢1028 A> T in the STS gene that produces the Q343L amino
acid change, located in the catalytic site produced no enzyme activity of the SE as shown in
the reported changes in the SE carboxyl site of the ILX patients.

Materials and methods. Directed mutagenesis 1028 A> T was performed corresponding to
exon 7 of the STS gene that produced the amino acid change Q343L in the catalytic end,
active site of the SE. Was carried out bacterial transformation after ligation of mutated cDNA
with cloning vector pUC57. Later, we made recombinant plasmid lipofection in A9 cells,
lacking the STS gene and analyzed nuclear inclusion with the technique of fluorescence in
situ hybridization (FISH). The determination of the enzymatic activity of SE was performed
using sulphate 7-[3H] dehydroepiandrosterone (DHEA-SO4) as substrate.

Results: The activity of the enzyme using as substrate DHEA-SO4 in the transfected cells
showed levels of enzyme activity similar to healthy control, and well above the A9 cells
without transfection, as well as the negative control (white).

Conclusion: The mutation ¢1028, CAG> CTG, which produces the change Q343L,
glutamine> leucine, an amino acid hydrophilic by a hydrophobic located in the active site of
the enzyme, enzyme activity generates. There was no loss of total enzyme activity as in non-
transfected A9 cells and white. So the change does not alter Q343L enzyme activity which
was initially proposed.



2. Antecedentes
2.1. Ictiosis ligada al cromosoma X (ILX)

El término ictiosis ha sido empleado por mas de 2000 afios y proviene de la raiz griega
‘ichthys’ (ictios) que significa pez. Los hindues y chinos en el siglo XIX se referian a la
enfermedad como una “afeccion de la piel de serpiente o escamas de pescado” y en la época
del médico arabe Avicenna como “albarras nigra”. Alibert consideraba que era causada por
vivir en areas cercanas a corrientes de agua estancada, al mar o por ingerir pescado en estado
de putrefaccion. En 1884, Fox informo el caso del nifio cocodrilo, atribuyendo su causa al
ataque de un cocodrilo sufrido por la madre durante la gestacion. La primera descripcion de
ictiosis documentada en la literatura médica se encuentra en la obra "On cutaneos diseases"
por Robert William en 1908. En 1933, Cockayne fue el primero en usar la clasificacion
genética siendo reclasificada por Greither en 1964, asi como por Touraine en 1958. Wells y
Kerr en 1965, estudiando las manifestaciones clinicas y genealdgicas, pudieron distinguir a la
ictiosis ligada al cromosoma X (ILX) como una enfermedad diferente a las otras ictiosis (1-3).
Las ictiosis son un grupo de genodermatosis que se caracterizan por presentar
hiperproliferacion y/o retencion del estrato corneo de la piel, lo que condiciona descamacion
anormal de la misma (4),

La ILX se ha observado en diferentes grupos étnicos y afecta a 1 de cada 2,000-6,000
varones, en nuestro pais no se conoce la ocurrencia de esta entidad. Inicia generalmente
durante los primeros meses de vida y los datos clinicos mas importantes son la presencia de
escamas oscuras, regulares, adherentes y de distribucion generalizada. Predominan en cara
anterior de abdomen, cuello, zonas de flexion y ambas extremidades. Respetan generalmente
palmas de las manos y plantas de los pies (s.9).

Con base en criterios clinicos, bioquimicos, moleculares y forma de herencia son 5 las
variedades de ictiosis que se encuentran bien definidas, éstas son: ictiosis vulgar (IV), ictiosis
recesiva ligada al cromosoma X (ILX), ictiosis lamelar, eritrodermia ictiosiforme congénita e
ictiosis bular o bulosa (Cuadro 1). Siendo la IV y la ILX las mas frecuentes. Existen ademas
otras condiciones ictiosiformes genéticamente indefinidas (1o-11).

Forma de Incidencia Caracteristicas de Defecto
Tipo de | herencia las escamas bioquimico
ictiosis
Vulgar AD 1:250 v Finas, irregulares y Desconocidos
adherentes.
Ligada al LX 1:2000 a 6000 Grandes, oscuras, regulares y Deficiencia de SE,
cromosoma X Varones adherentes aumento de SCy LDL
Lamelar AD 1:300,000 Grandes, gruesas, Esterol libre y
AR mv bordes elevados ceramida.
Bulosa AD 1:300,000 Gruesas, verrugosas y Desconocido
mv oscuras.
Eritrodermia AR 1:300,000 Finas. Desconocido.
ictiosiforme Rnv
congénita

Cuadro 1. Se muestran las principales caracteristicas de las ictiosis (2).

AD: Autosémica dominante, AR: Autosomica recesiva, LX: ligada al cromosoma X. SE: Sulfatasa de
Esteroides, SC: Sulfato de colesterol, LDL: Lipoproteinas de baja densidad, rnv: recién nacido vivo. Fuente:
Modificacién de Shwayder y Ott (3).



2.2. La sulfatasa de esteroides (SE)

France y Liggins en 1969 aportaron la primera evidencia de alteraciones en la actividad de la
SE (E.C.3.6.1.2.) al demostrar la disminuciéon en la sintesis de estrogenos en mujeres
portadoras de la deficiencia placentaria de la enzima. En estas mujeres se encontraron niveles
bajos de estriol y retardo en la labor de parto. Posteriormente, en el seguimiento de estas
portadoras se demostrd la presencia de ILX en sus hijos (12). En 1978 Shapiro y col.,
encontraron en cultivos de fibroblastos de piel de pacientes con ILX, deficiencia en la
actividad de la SE, misma que se habia informado en mujeres con deficiencia placentaria de
esta enzima (12-13).

La sulfatasa de esteroides (SE), es una enzima de distribucion ubicua que hidroliza las
uniones éster-sulfato de los sulfatos de esteroides (13). La SE se encuentra unida a la
membrana del reticulo endoplasmico rugoso (RER), cisterna de Golgi, reticulo trans-Golgi y
membrana plasmatica. La SE ha sido encontrada en tejidos como placenta humana (13-16),
fibroblastos, glandula mamaria y trompas de Falopio (16-18, 24). Su pH 6ptimo oscila entre 6.5-
7.5, siendo su Km de 0.8 uM para el sulfato de estrona (ES), de 1.7 uM para el sulfato de
dehidroepiadrosterona (DHEAS) y de 0.6 uM para el sulfato de testosterona (TS) (18-19). En la
ILX la deficiencia de SE condiciona la acumulacion de sulfato de colesterol en suero,
membrana de los eritrocitos y estratos cérneo y granuloso de la piel. En condiciones
normales, la relacion colesterol: sulfato de colesterol en el estrato corneo es de 10:1, sin
embargo, en los pacientes con ILX esta relacion alcanza proporciones de 1:1. La actividad de
la SE es mayor en los estratos corneo y granuloso, en contraste, las porciones basales
presentan una actividad de la enzima muy baja. Esto explicaria la acumulacion del sulfato de
colesterol en las capas superficiales de la piel de pacientes con ILX (13,5,

La SE esta compuesta de 583 aminodacidos, los primeros 22 corresponden al péptido lider el
cual es escindido postranscripcionalmente para dar origen a la enzima madura de 561
aminoacidos. Este proceso dura aproximadamente 2 dias, siendo la vida media de la enzima
de 4 dias. La enzima activa estd formada por multiples subunidades idénticas, cada una con
un peso molecular de 63 kDa, siendo el agregado activo mas pequefio un dimero de 126 kDa
(18,20-21). Los extremos N- y C- se localizan en la porcion luminar de la membrana RER (22),
La enzima activa o funcional estd formada por dos dominios, como fue determinado por
cristalografia de rayos X (24), (Figura 1a).

Figura 1 a. Diagrama estereografico mostrando las estructuras secundaria y terciaria de la SE. Las hojas
se muestran en verde y las hélices en rosa. Los niimeros a lo largo del esqueleto denotan la secuencia del
aminoacido. SD1 y SD2 los subdominios en el dominio polar y TM el dominio transmembrana son
indicados. MAL (membrana-associated loops) son secciones de residuos que tienen interaccion putativa
con la bicapa lipidica (25).
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El dominio globular o polar contiene el sitio activo o catalitico y el dominio transmembranal
consiste de 2 a-hélices hidrofobicas antiparalelas. El dominio polar mayor tiene 2
subdominios con el plegamiento sandwich o/f (Figura 1b).

El subdominio 1 (SD1) se enreda alrededor de la cadena 11 central mezclada con hojas- f3,
flanqueada por un giro helical de 13/ a hélices conteniendo el centro catalitico.

El subdominio 2 (SD2) consiste de aproximadamente 110 residuos C-terminales y se enreda
alrededor de una hoja f antiparalela de cuatro cadenas y es flanqueada por el a hélice 16, que
se empaqueta contra regiones de giros y curvas de la hoja f del subdominio 1.

DOMINIO POLAR
CATALITICO

A noiap
. HELICES

DOMINIO ™ o o
TRANSMEMBRANA

Figura 1b. Topologia de plegamiento de SE con hélices en circulo y hojas p como tridngulos. SD1, SD2 y
TM estan en tres diferentes colores (25).

El SD2 o C-Terminal es importante por la asociacion y anclaje del dominio catalitico a la
superficie de la membrana (Figura la y 1b).

Las dos hélices transmembranales protruyen hacia un lado del dominio polar dando a la
molécula completa una apariencia parecida a un “hongo”. La localizacion del dominio
transmembranal es tal que la apertura al sitio activo se entierra profundamente en una
cavidad como en la “branquia” del “hongo” que descansa cerca de la superficie de membrana
(Figura 1c).

El aminoéacido catalitico, hidroxiformilglicina (FG)75, creado por modificacion
postraduccional de la cisteina (cis) 75 (31) se encuentra unido covalentemente a una
molécula de sulfato, como un éster sulfato de FG (FGS). El cation bivalente requerido para
la actividad enzimadtica de la SE es el Ca*+.

Figura 1 c. Hélices transmembranales. Se muestran cadenas laterales e interfaciales de las hélices.
Atomos de carbono estan en verde, nitrégeno en azul y oxigeno en rojo (25).



El extremo catalitico del sitio activo en la SE es altamente homologo a la Arilsulfatasa A y B
(ASA y ASB); se han identificado 10 residuos cataliticamente importantes, 9 de los 10 son
homologos en la ASA y ASB que son Asp35, Asp36, FGS75, Arg79, Lis134, His136,
His290, Asp342, y Lis368. El 10° residuo es GIn343, un ligando al cation. Los atomos de
oxigeno de Asp35, Asp36, Asp342, GIn343 y FGS75 sirven como ligando al cation
(distancia del oxigeno entre 2.2 y 2.8 A). Lis134, Lis368, Arg79, His136 e His290 estin
involucradas en la catalisis y en la neutralizacion de las cargas negativas de las moléculas
carboxilicas. Los aminoacidos Lis134 y Lis368 cargados positivamente estan dentro de la
distancia contacto del sulfato de oxigeno de FGS75 (Figura 2a)

Figura 2a. Residuos cataliticos del sitio activo y la coordinacion del Ca++. El residuo catalitico FG75 es
mostrado con su contorno electro densa final ( 25). S indica hacia la region TM.

La molécula de sulfato de estrona (E1-S04) se liga al sitio activo con su molécula de sulfato
superpuesta con el sulfato de FGS75, observado cristalograficamente, y los residuos de
Leu74, Arg 98, Thr 99 Val 101, Leul03, Leul67 Vall77, Phel78, Thr180, Gli181, Thr484,
His485, Val486, Phe488 se unen alrededor del esqueleto del esteroide, produciendo muchos
contactos hidrofobicos, por lo que se considera que estan involucrados en el reconocimiento
al sustrato (Figura 2b).

Figura 2 b. Sitio activo mostrando una molécula de E1-SO4 unido covalentemente a FG75. Residuos que
pueden tener contacto con la molécula esteroide y residuos que alinean la abertura a la bicapa lipidica
(mostrados por la flecha) son ilustrados (25).



La evidencia estructural del dominio transmembranal sugiere que varias regiones de curvas,
especialmente dos segmentos polipéptidos, Phe 548 a Leu 568 y Phe 468 a Pro 500estan
espacialmente proximas al surco del sitio activo, consistentes de varias cadenas laterales
hidrofébicas muestran alto movimiento térmico, estan asociados a la membrana lipidica (24-
25).

2.3. El gen de la sulfatasa de esteroides (STS)

El gen STS codifica a la SE y se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Xp22.3) en una
region de 146 Kb muy cerca de la region pseudoautosémica. Contiene 10 exones de tamafio
variable y dos regiones que no se transcriben, una en el extremo 5’ de por lo menos 206 pb y
otra mas en el extremo 3’ de 668 pb. Tiene una sefial de poliadenilacion (AATAAA) de 13
pb antes del comienzo de la cola de poli-A (26). La region promotora del gen STS presenta
un bajo contenido de secuencias CpG. En el extremo 5’ del gen STS, se han identificado
varios sitios de inicio de transcripcion dentro de una region de 1.3 Kb. (Figura 3) (27).

Por otra parte, se han identificado 3 transcritos primarios en distintas lineas celulares, cada
uno con pesos moleculares diferentes (2.7, 5.2, y 7.2 Kb), cuya funcion se desconoce.

GEN DE LA SULFATASA DE ESTEROIDES

22.3
1 2 345678910
P FHEHHH oot
146 kb
Cromosoma UTR 5 206pb ORF 1752pb UTR 3’ 668pb
X
q

I Proteina SE
583 aa

Figura 3. Representacién esquematica del gen STS, su ubicacién en Xp22.3, marco abierto de lectura de
1683pb y su proteina SE de 583 aminoacidos.

La mayoria de los pacientes con ILX (85-90%) presentan pérdida total del gen STS. Esta alta
incidencia de deleciones puede ser debido a un intercambio aberrante X-Y durante la division
mitdtica en espermatogonias u ovogonias (17,69) y el mecanismo se debe al mal
apareamiento de los locus hipervariables repetidos (llamados CRI-232) en la meiosis
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femenina y masculina, conduciendo a recombinacion discordante y delecion del gen (35,37,
70-83).

Once mutaciones puntuales criticas para el gen STS han sido previamente reportadas, nueve
conduciendo a sustituciones de aminoacidos y dos a codon de alto, éstas son: Ser341Leu,
Gli344Term, Trp372Arg, Trp372Pro o Ser, Gli380Arg, GIn389Term, His444Arg, Cis446Tir,
Arg454His, Arg454Cis, GIn560Pro. Cada una de estas mutaciones resultd en pérdida
completa de la actividad enzimatica y de ahi la incapacidad del cuerpo para sintetizar
hormonas esteroides activas desde sus sulfatos conjugados (figura 4a y b). (33-34, 36, 38, 84-
89)

Figura 4. (a). Diagrama de giros mostrando las estructuras secundaria y terciaria de la sulfatasa de
estrona/ DHEA. Hojas dibujadas en amarillo, hélices en rojo curvas en verde. Atomos de las cadenas
laterales; carbén en azul claro, nitréogeno azul oscuro, oxigeno rojo, azufre naranja. (b) Mutaciones
puntuales muestran aminoacidos de la enzima silvestre (Ser341, Trp372, His444, Cis446, GIn560). El
residuo catalitico FG75, el cation bivalente Ca2+ y un modelo del sulfato de DHEA en el sitio activo (89).

3. Mutagénesis dirigida

La mutagénesis dirigida es un método de biologia molecular para producir mutaciones
localizadas en sitios predeterminados con objeto de cambiar un determinado nucledtido. En
genética se denomina mutagénesis a la produccion de mutaciones sobre DNA, clonado o no.
De realizarse in vitro, dicha alteracion puede realizarse al azar (mutagénesis al azar), sobre
cualquier secuencia, o bien de forma dirigida (mutagénesis dirigida) sobre una secuencia
conocida y en la posicion de interés. En el caso de realizarse in vivo, sobre organismos y no
sobre DNA clonado, se realiza a gran escala y sin conocimiento de secuencia, empleando
para ello sustancias denominadas mutagenos. La mutagénesis dirigida es realizada in vitro y
busca generar mutaciones conocidas en lugares concretos de la secuencia empleando
oligonucleétidos de disefio, que poseen las caracteristicas precisas para hibridar
especificamente sobre una secuencia dada de DNA.

La mutacion dirigida puede ser aplicada al cambiar la secuencia de regiones reguladoras en el
promotor de un gen o cambiar la secuencia de aminoacidos para la que codifica, variando con
ello la funcion de la proteina. Se pueden crear alelos nulos para que el gen deje de ser
funcional. Dentro de alguno de los métodos actuales para lograr la modificacion dirigida de
una region de DNA se encuentran:



La mutagénesis dirigida simple sobre un fragmento de DNA clonado, en el cual se
necesita que el sitio de interés tenga un sitio de restriccion tnico, es decir que no esté en otra
posicion del DNA clonado o del vector; basta con digerir el recombinante con la
endonucleasa correspondiente y tratar de forma controlada al DNA abierto con alguna
exonucleasa (por ejemplo Bal 31 y religar sus extremos. Si lo que se desea es una insercion el
recombinante abierto puede ser ligado a un fragmento con extremos compatibles para
recuperar un mutante de insercion

La mutagénesis dirigida por PCR utiliza un oligonucledtido que incorpora la alteracion
deseada mediante uno de los dos cebadores de la reaccion y trabajando sobre una molécula
monocatenaria se amplifica la secuencia mutada, sin embargo esta técnica tiene algunas
limitaciones. Por un lado el producto de la amplificacion es un DNA lineal de doble cadena
que va a ligarse a un vector para su clonaje, lo que obligara a modificar sus extremos. Mas
importante es el hecho de que la enzima utilizada para la amplificacion (Tag polimerasa)
produce una alta tasa de errores, por lo que tras el proceso, debe confirmarse por
secuenciacion en el producto amplificado, la presencia de la mutacion deseada y la ausencia
de otras no deseadas.

La mutagénesis dirigida por oligonucledtidos permite afiadir, eliminar, o sustituir uno o
varios nucledtidos en un fragmento de DNA clonado de secuencia conocida, generando
mutaciones especificas. El principio de la técnica consiste en el empleo de un oligonucledtido
portador de la mutacion deseada, que resulta elongado al actuar como cebador para la lectura
de una hebra molde por parte de una DNA polimerasa y finalmente ligada por DNA-ligasa
que cataliza el cierre del circulo. El resultado es un heteroduplex, una de cuyas hebras porta
la modificacion disenada y que cuando es transferido a una estirpe hospedadora de E. coli, da
lugar a una progenie mixta (Figura 5) (90).
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Figura 5. Esquema del procedimiento de mutagénesis por oligonucleétido (90).



Estudios de expresion del cDNA usando mutagénesis dirigida llevados a cabo en el gen STS,
han sido realizados primero en la regiéon C-terminal del DNA de pacientes con ILX que
presentaban la mutacion en 1344 causando un cambio de aminodcido glicina por arginina y
otro en el nucle6tido 1371 causando un cambio de glutamina a un codén de paro, reveld que
estas mutaciones tienen efectos patogénicos in vitro y refleja niveles de actividad enzimatica
similares al de los pacientes con ILX (91).

Expresion de vectores, transfectados en células COS-1, portando STS truncados en la region
Ny C terminal, mostrd que la actividad de la STS truncada, sin la region N-terminal, decliné.
Adicionalmente la actividad de STS en la region C-terminal, declinaba conforme a la
extension de la region se truncaba (92-93).

Mutagénesis dirigida en los sitios de glicosilacion, asparagina 47 y 259 de la SE, disminuian
su actividad, mientras que los sitios asparagina 333 y 459 no la afectaban. Histidina 136,
localizado dentro del sitio activo es crucial para la actividad de SE, mientras que prolina 212
la cual permite a la proteina girar en la membrana no es crucial para la actividad (93)

4. Transfeccion génica

La transfeccion génica se ha convertido en una herramienta fundamental en la investigacion
moderna. Se define la transfeccion génica como el proceso por el que un gen o un fragmento
de DNA foraneo es introducido en una célula. Existen varios procedimientos por los que se
puede conseguir la transferencia (36). La eficiencia de la transfeccion depende de varios
factores, entre los que destacan:

e La pureza del DNA a utilizar en la transfeccion.

e Las células “blanco” utilizadas.

e El mecanismo de introduccion del DNA en las células blanco.

Introducir DNA a células eucariontes es un procedimiento comin en laboratorios
experimentados aunque hay diversos métodos con eficacia y toxicidad variable. Como regla
general cuanto mayor es la eficacia de la técnica para introducir DNA en las células, mayor
es la cantidad de células destruidas en el proceso.

4.1. Métodos de transfeccion

Desde el inicio de la idea de utilizar genes como una nueva via de terapia, uno de los
primeros retos a considerar fue cémo lograr introducirlos en el interior de las células
denominadas blanco.

Hoy la introduccién del DNA exogeno que podemos denominar “transgen” en la célula
blanco se logra a través de vectores.

Los vectores son sistemas cuyo objetivo es ayudar en la transferencia de DNA exdgeno a la
célula, facilitando la entrada y biodisponibilidad intracelular del mismo para que funcione
adecuadamente. Pueden ser clasificados en vectores virales (37-40) y no virales (41-42).
Cuando se utilizan vectores virales para la transfeccion se suele hablar de transduccion (43-
45).

El tamafio de los fragmentos de DNA que se puede transferir es muy limitado en la mayoria
de casos. A veces se puede utilizar un mini gen construido artificialmente, que consiste en un
cDNA con la secuencia codificante completa a la que se le afiaden en los flancos secuencias
reguladoras adecuadas que aseguren una expresion elevada, por ejemplo un potente promotor
virico. E1 método escogido para la transferencia génica depende de la naturaleza del tejido
blanco y de si la transferencia se realiza ex vivo (células cultivadas) o in vivo (células del
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paciente). No obstante no existe un sistema de transferencia génica ideal, presentando cada
uno sus ventajas e inconvenientes (46).

4.1.1. Métodos virales

La manipulacion de virus es uno de los abordajes iniciales en la introduccion de genes en
células eucariontes. Con alta capacidad de infectar, permiten la conservacion estructural del
DNA vy la transfeccion de una gran cantidad de células. Los sistemas viricos de mamiferos
han sido particularmente atractivos debido a su alta eficiencia de transferencia.

Sin embargo, los problemas que surgen con esta tecnologia son la integracion del DNA en la
célula huésped que puede producir una mutaciéon no deseada o una recombinacién con la
consiguiente inactivacion del gen introducido.

4.1.1.1. Retrovirus

Los retrovirus son virus cuyo genoma de aproximadamente 7.9 kb esta constituido por una
cadena simple de RNA. Representan una buena opcién para la introduccion de genes en
animales, puesto que su eficiencia pude llegar a superar 90% de células infectadas. A pesar
de tener un genoma de RNA, una vez infectada la célula, estd se convierte en una copia de
DNA debido al ciclo vial del virus (formacion del provirus) que ahora puede insertarse en la
célula huésped.

Los vectores retrovirales utilizados han perdido su capacidad de replicacion al eliminar las
secuencias gag, pol y env que codifican para nucleoproteinas responsables de la sintesis o
recombinacion de los acidos nucleicos y componentes de la envoltura del virus (47). Al
genoma viral se le incorpora una nueva secuencia génica que contiene el gen de interés.

Para obtener grandes cantidades de ese vector en estructuras capaces de infectar a las
células blanco es necesario amplificarlo en unas células especiales denominadas
“empaquetadoras” (48).

Estas se caracterizan por poseer secuencias gag, pol y env que permiten el empaquetamiento
del virus. Cuando el virus infecta la célula blanco, le introduce su material genético que
gracias a la transcriptasa reversa pasa a convertirse en DNA proviral con capacidad de
integrarse en el genoma de la célula infectada (49-50).

4.1.1.2. Adenovirus

Los adenovirus son virus cuyo genoma, de aproximadamente 36 kb, esta constituido por una
doble cadena lineal de DNA. Los vectores adenovirales se construyen sustituyendo en su
genoma secuencias responsables de la replicacion (secuencias E1) por el gen que se quiere
transfectar. La replicacion de este vector se lleva a cabo de forma similar a los retrovirus en
células complementarias que poseen la secuencia E1 en su genoma. Este vector se internaliza
en la célula blanco por un mecanismo mediado por receptor y una vez en el endosoma se
lisan liberando el DNA viral en el citoplasma celular (51-52).

4.1.1.3. Virus asociados a adenovirus

Se trata de virus de DNA no patdgenos de la familia de los parvovirus, que requieren la
coinfeccion con otros virus para replicarse. Vectores de genomas pequefios, poseen una
restringida capacidad de transporte de genes (menos de 4kb), aunque presentan un amplio
rango de células donde pueden actuar sin necesidad de division celular. Su genoma esta
formado sélo por:
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A). Gen reproductor: codifica para una familia de proteinas relacionadas con la replicacion e
integracion del virus.

B). Gen cap: codifica para una familia de tres proteinas estructurales.

C). Extremos con terminales TR: de aproximadamente 145 nucledtidos, acotando la porcion
de interés que va transcribirse (53).

4.1.1.4. Herpes virus

Los herpes virus, como el virus del herpes simple (VHS) y el de la varicela zoster, son virus
con DNA bicatenario lineal, de aproximadamente 100 a 250 kb. La estructura de su DNA es
peculiar, existiendo dos trozos de DNA bicatenario lineal unidos, dando lugar a una
estructura unica a la que se denomina molécula L y S.

Los extremos de esta moléculas contienen de nuevo secuencias terminales repetitivas (TRL y
TRS) siendo a este nivel donde se unen ambas moléculas.

Entre las cualidades de los herpes virus destaca la capacidad de eliminar partes de su genoma
para acomodar largos segmentos de DNA. Su inconveniente es que los intentos por atenuar el
virus han tenido un éxito limitado, teniendo capacidad limite para las células blanco
transfectadas (54).

4.2. Métodos no viricos utilizados para transfecciéon

3.2.1. Métodos mecanicos y fisicoquimicos

La preocupacion en torno a la seguridad de los virus recombinantes ha generado un interés
creciente en el desarrollo de sistemas de vectores no viricos. Los métodos mecénicos y
fisicoquimicos son, en general, procedimientos de facil aplicacion, aunque en ellos la
proporcion de células transfectadas con el DNA exdgeno es bajo y el gen introducido puede

alterarse al pasar por el citoplasma o bien integrarse al genoma celular en forma inespecifica
(55).

4.2.1.1. Microinyeccion

La microinyeccion consiste en la introduccion directa, mediante un micro manipulador, del
material génico en el ntcleo de la célula. El método de inyeccion de DNA es simple,
econdémico y no toxico comparado con la transferencia por virus. También se pueden llevar
largas construcciones de DNA. No obstante, los niveles y persistencia de la expresion son
probablemente demasiado cortos.

Esta tecnologia puede tener potencial como procedimiento de vacunacion y de expresion de
genes a un nivel bajo, lo que es suficiente para alcanzar una respuesta inmunolédgica. Es un
método muy eficiente pero requiere de la manipulacion individual de cada célula (55).

4.2.1.2. Bombardeo de particulas

Este método ha sido efectivo para transferir genes tanto in vitro como in vivo. El plasmido
de DNA es revestido de gotas (de 1 a 3 micras de didmetro) de oro o tungsteno. Estas
particulas son aceleradas por descargas eléctricas o por pulso de gas y son disparadas hacia el
tejido. La fuerza fisica del impacto supera la barrera de la membrana celular, lo que permite
la transferencia génica con éxito en varios tipos de tejidos.

Aunque estas técnicas de inyeccion estable son sencillas y relativamente seguras, la
eficiencia de la transferencia génica es pobre y se obtiene poca integracion estable del DNA
inyectado, lo que limita su uso en los casos de células en proliferacion activa. El problema es
menor para tejidos que no proliferan regularmente, en los que el DNA inyectado puede
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continuar expresandose durante varios meses. Posiblemente puede ser aplicado como parte
de un protocolo de vacunaciéon como demuestran las investigaciones de Ulmer y col, 1998,
inyectando en miisculo de raton el gen que codifica para la proteina de matriz del virus de la
influenza A (56).

4.2.1.3. Electroporacion

La electroporacion consiste en aplicar corrientes eléctricas de alto voltaje a las células blanco
provocando poros nanométricos en su membrana. Esto permite que el DNA de carga
negativa entre a la célula en su camino hacia el anodo y quede atrapado dentro de ella. Con
esta metodologia se han podido introducir fragmentos de DNA de hasta 150 kb.

En esta metodologia se deben de tomar en cuenta dos hechos; en primer lugar, la muerte
celular que provoca el propio proceso de transfeccion y que puede situarse entre 60 y 90% de
las células blanco; en segundo lugar, que la eficiencia de la técnica en condicién optima se
sitia en torno a 25-30 células transformantes x 10° células vivas. Esta técnica se puede
utilizar en todos los tipos celulares y su eficiencia estd condicionada por la intensidad de la
corriente eléctrica, el tiempo que separa una descarga de otra y la concentracion y el tipo de
DNA utilizado, obteniéndose con el DNA lineal mejores resultados que con el DNA
superenrollado (56).

4.2.1.4. Rayo laser

Recientemente, el tratamiento de células en cultivo mediante rayo laser ha permitido
provocar poros microscopicos que permiten el paso de DNA exdgeno al citoplasma, de forma
similar a lo que ocurre en la electroporacion. Su principal inconveniente es el sofisticado
sistema que exige su aplicacion (56)

4.2.1.5. Precipitacion con fosfato de calcio

La capacidad de las células en cultivo para adquirir DNA foraneo mediante endocitosis
aumenta considerablemente con la utilizacion del fosfato de calcio (64).

Sin embargo, no se conocen las causas por la que este compuesto quimico predispone las
células a la transfeccion aunque si se conoce la reaccidon que provoca:

ADN+Cl,Ca+ POs H; —>» DNA (PO4)2 Ca;.

4.2.1.6. Liposomas

Los liposomas son particulas generadas in vitro cuya pared esta formada por micelas
lipidicas lo que les permite fusionarse facilmente con la membrana plasmatica liberando su
contenido a la célula (56). Los liposomas cargados positivamente interactiian con las cargas
negativas del DNA y lo compactan protegiéndolo de las enzimas (nucleasas) capaces de
degradarlo. Asi, lipidos monocatiénicos como DOTMA (N,1 -(2,3-dioleyloxy)- propyl)-
NNN- trimethylammonium chloride) y péptidos policationicos de segunda generacion como
DOPSA(2,3-dioleyloxy-N-(2(esperminecarboxamido)ethyl)-NN-dymethyl — propanaminium
trifluorocetato) forman liposomas que se unen espontaneamente a polianiones de DNA y
RNA. El resultado es la captura del 100% de complejos estables de polinucleotidos.

Los lipidos pueden fusionarse a la membrana celular y pasar el acido nucleico directamente

dentro del citoplasma evitando la ruptura de degradacion lisosomal. El complejo DNA-
liposoma puede ser utilizado como un método simple de transfeccion de células eucaridticas.
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In vitro, la etapa de penetracion en la célula no plantea problemas. Las moléculas
comerciales son extremadamente eficaces sobre cultivos celulares acercandose su eficacia al
50%. In vivo, es considerablemente menor.

En su eficiencia influyen diversos factores. Tanto la proporcion de lipidos con respecto al
DNA/RNA, como su concentracion total tienen que ser cuidadosamente optimizados para
evitar toxicidad observada con elevadas dosis.

Este método es usado en general con una gran eficacia para transfectar DNA dentro de una
amplia variedad de lineas celulares. Varios estudios han demostrado la eficacia de liposomas
policationicos en el reparto de DNA in vivo (57-58, 42).

Este método es una alternativa atractiva a los de transferencia viral debido a que no hay
limites en el tamafio de DNA, presenta una baja inmunogenicidad y posee una facil
preparacion. Sin embargo, su eficacia de transfeccion es baja. Esto se debe a que la mayor
parte del material génico transportado es secuestrado y/o degradado en los endosomas,
siendo pequena la proporcion de este material que llega al nicleo.

5. El plasmido bacteriano
5.1. Descripcion de un plasmido

Los plasmidos son elementos genéticos extra cromosdmicos, moléculas de DNA de doble
cadena, circulares y cerradas que se han encontrado en todos los tipos de bacterias estudiadas
a la fecha. Sin embargo, algunas bacterias poseen plasmidos de estructura lineal lo cual no es
una caracteristica comun. Dependiendo de su tamafio pueden codificar unas cuantas proteinas
hasta cientos de ellas. Su tamafio varia de 1 a 400 kb, el nimero de copias de plasmido
presente en la célula hospedera es también muy variable. Raramente codifican productos
esenciales para el crecimiento celular, tales como RNA polimerasas o enzimas del ciclo del
acido tricarboxilicos. En cambio los productos de sus genes generalmente dan a la bacteria
una ventaja selectiva solo bajo ciertas condiciones. La resistencia a antibioticos como
ampicilina, tetraciclina, kanamicina, la nodulaciéon de raices de leguminosas, produccion de
antibioticos como bacteriocina son algunas caracteristicas fenotipicas codificadas por los
plasmidos (59-60).

Estos elementos juegan un papel esencial en la evolucion y adaptacion bacteriana, ya que son
mediadores del intercambio del material genético entre estas poblaciones. La transferencia de
la informacion genética contenida en el plasmido de una bacteria donadora a una receptora
se conoce como conjugacion. Este proceso requiere de la expresion de genes y de la
presencia de regiones especificas en ellos para su movilizacion. El plasmido se moviliza a
través de un puente de conjugacion entre las células. Ademas, algunos plasmidos se
recombinan de manera dinamica entre si o con el genoma constituyendo una fuente
importante de diversidad genética para las bacterias.

Desde el punto de vista basico y aplicado, los plasmidos han servido como herramientas
importantes en estudio de biologia molecular y biotecnologia (61-63).

En este sentido la mayoria de plasmidos naturales no son vectores de clonacion o de
expresion. Sin embargo pueden ser modificados para su uso como tales, conociendo sus
caracteristicas moleculares que le permiten colonizar y mantenerse en los hospederos. Los
plasmidos se replican de manera auténoma con respecto al cromosoma, ya que codifican
elementos propios que controlan su replicacion (63).
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Il. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO REALIZADO

La mayoria de los pacientes con ILX presentan delecion total del gen STS provocando una
actividad nula de la SE. 5-10% son mutaciones puntuales y/o deleciones parciales. Con base
en ello y considerando que el Hospital General de México es un centro de concentracion de
pacientes, ya que cuenta con el diagnostico completo para la identificacion de pacientes y
portadoras, es necesario entender el efecto de las alteraciones moleculares de esta
enfermedad. Hasta la fecha, nos Ilama la atencién que las mutaciones puntuales reportadas
caen en la region carboxilo lo cual in vivo provoca actividad nula de la SE. H136 esta
ubicado en el extremo catalitico del sitio activo de la SE, es el Unico aminoacido que se ha
modificado mediante mutagénesis dirigida y se observo actividad enzimatica nula (93).
Anadlisis mediante el software SIFT PROTEIN sugirié que el cambio Q343L seria deletéreo
para la actividad enzimatica de la SE. Por lo antes mencionado la pregunta de investigacion
radicé en determinar si la mutagénesis dirigida en Glu343, que es un aminoacido no
conservado pero importante debido a su union al Ca™, es necesario para estimular a FG75,
el cual lleva a cabo la hidrolisis y liberacion del grupo sulfato ¢modifica la actividad
enzimatica de la SE?.

Con base en lo anterior, nuestro problema se limitaria en conocer cual es el cambio en la
actividad enzimatica de la SE producido por la mutacion c1028 A>T en el gen STS que
produce el cambio de aminoacido Q343L ubicado en el extremo catalitico del sitio activo de
la SE.

I11. HIPOTESIS
La mutacion in vitro ¢1028 A>T en el gen STS que produce el cambio de aminoacido Q343L

localizado en la region catalitica resultara en la actividad enzimatica nula de la SE como se
ha mostrado en los cambios reportados en la region carboxilo de la SE de pacientes con ILX.

IV. OBJETIVO
Identificar el cambio en la actividad enzimatica de la SE por la mutacion in vitro c1028 A>T

en el gen STS que produce el cambio Q343L correspondiente la region catalitica de la
enzima.
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V. MATERIALES Y REACTIVOS

2

. Instrumentos

Secuenciador ABI-310
Cémara para electroforesis
Espectrofotometro de Centelleo de liquidos (COUNTER LS 6500, Beckman)

Incubadora (BUEKELO)

Bafio Maria con agitacion (MAXI-SHAKE)
Balanza electrénica (CHYO MP 3000)
Microcentrifuga (CENTRO MP4R)

Politrén T-100 con vastago numero. 10
Termociclador (Perkin Elmer)

Camara fotografica

Espectrofotometro (Beckman)

Microcentrifuga refrigerada

Termometros

Microscopio de epi-fluorescencia BX60(OLYMPUS)

. Cristaleria
Probetas volumétricas 100 ml.
Pipetas graduadas 5y 10 ml
Tubos de ensayo 15X100 mm
Vasos de precipitado 25, 50 y 100 ml
Portaobjetos
Cubreobjetos
Tubos de polipropileno con fondo conico de 15 ml
Viales de 15 ml con tapa de rosca
Matraz Erlenmeyer 250 ml
Pipetas Pasteur

Viales transparentes de 3 ml
Embudos de tallo corto

. Materiales diversos
Gasas
Gradillas
Cintas adhesivas

Mechero Fisher
Micropipetas semiautomaticas 200-1000, 5-40, 20-200 0.05-2 71

Multidispensador (Brinkmann)

Guantes
Algodoén

Tubos de polipropileno con tapa para centrifuga de 15 ml (LABCON)
Jeringas de 10 ml
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Ligaduras
Torundas
Tubos eppendor de 25, 500, 1500 y 2000 pl

. Reactivos.

7-DHEA-S marcado con Hs. (NIW marca)
Control DNA CEPH

Marcador de peso GS-400 HD ROX

Linkage Mapping Set Version 2, panel 28 ABI- PRISM
POP-4

Sonda LSI del gen STS con control CEPX (Vysis)
Amortiguador

Cemento de goma (marca)

Kit para PCR

Oligonucleotidos, DNTP’s

Formamida ultra pura

Etanol 100% (MERCK grado analitico)

Benceno (MERCK grado analitico)

Acido acético glacial (MERCK)

Metanol (MERCK)

Liquido de centelleo

4,6 Diamino-2-fenil-indol

20XSSC

. Soluciones

NH4Cl 0.85%.

TRIS 0.014M -pH 7.0
KC10.075M

Fijador metanol /4c. acético 3:1

Solucion 2X SSC

Ac. Etilendiaminotetracetico sal di sodica EDTA
Solucion de Formamida al 70%

Solucion de NP-40 0.1 y 0.4%
Solucion de 2XSSC con NP-40
Solucién de Bradford

PBS

. Material biologico

Sangre venosa periférica obtenida con EDTA como anticoagulante (para ensayo

bioquimico y extraccion de DNA)

Raspado de mucosa oral

17



VI. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

1.1. Obtencion del boton celular

Se tomo una muestra de 10 ml de sangre periférica normal, se centrifugd a 3000 rpm durante

6 min. Posteriormente, se desecho el plasma sanguineo, al boton se le afiadieron de 5-7 ml
de cloruro de amonio (NH4Cl) 0.85% y se dejo reposar 3-5 min. Posteriormente se
centrifugd a 3000 rpm por 6 min, con el fin de lavar el boton de leucocitos obtenido. Este
proceso de lavado se repitid por 3 ocasiones. Este boton se utilizd para la extraccion del
cDNA de la STS

1.2 Sintesis de cDNA de STS

Para la sintesis de la 1* cadena de cDNA STS se utilizo el SuperScript™ IIT CellsDirect
cDNA Syntesis System kit (invitrogen).

1.2.1. Lisis celular

Partiendo de un botéon de leucocitos normales, se procedio a lavar las células con 5-10 ml de
PBS 1X (phosphato buffer salino) frio, enseguida se centrifugd el paquete celular a 200 g x 5
minutos posteriormente se aspir6 el PBS y resuspendio el boton en 1 ml de PBS 1X frio. Se
mezclaron las células suavemente. Se tomd una alicuota pequefia para verificar que las
células estuvieran en una concentraciéon adecuada y se determiné la densidad celular. Se
ajustod la densidad celular usando PBS frio para obtener un rango de 1-10,000 células/ ul. Se
cuantificaron las células nuevamente para verificar concentracion celular. Utilizando un tubo
de 0.2 ml se le agregaron 10 pl de buffer de resuspension. Enseguida se le agrego 1 pl de
lisis Enhancer (invitrogen). Se colocaron de 1-2 pl de células (10,000 cel) al tubo de PCR a
75° C e incubandolo 10 minutos a 75° C. Se recolectd por centrifugacion y se procedio a
digerir con DNasa I

1.2.2. Digestion con DNasa I

Se colocé el tubo sobre hielo y se agregd 5 ul de DNasa grado amplificacion (1U/ul) con 1.6
ul de Buffer DNasa I 10X. Se mezclé suavemente por pipeteo y se centrifugd brevemente
para colectar el contenido, enseguida se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
centrifugd brevemente, y se afiadio 1.2 pl de EDTA (25 mM) a cada tubo. Se mezcld
suavemente por pipeteo, y centrifugd brevemente para colectar el contenido. Se incub6 a 70°
C X 5 minutos, inmediatamente se centrifugd brevemente y se procedié a la sintesis del
cDNA de cadena sencilla.

1.2.3. Sintesis de la 1* cadena del cDNA

El tubo de la etapa de digestion de DNasa I se coloco en hielo y se agregaron 2 ul de Oligo
(dT) 20 (50 mM), 1 ul ANTP mix 10 mM. Se mezcld suavemente por pipeteo y centrifugd
brevemente. Se incubo el tubo a 70° C por 5 minutos y se centrifugd brevemente. Se colocd
el tubo en hielo por 2 minutos y se agrego6 lo siguiente: 6 ul de buffer RT 5X, 1 pl RNasa
OUT (40U/ul), 1 pl SuperScript III RT(200 U/ul), 1 ul DTT 0.1 M. Se mezcl6 por pipeteo y
centrifugd brevemente, enseguida se paso el tubo al termociclador precalentado a 50° C y se
incubd 50 minutos. Se inactivé a 85° C por 5 minutos. Se agregdl pl de RNasa H (2U/ pl) a
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cada tubo se incub6 a 37° C por 20 minutos. Se dejo enfriar la reaccion sobre hielo y se
procedid a almacenar el cDNA a -20° C. Se contintio a la PCR.

1.3. Construccion del plasmido recombinante

1.3.1. Introduccion del sitio de corte para las enzimas EcoRl y BamHI en el cDNA
del gen STS por PCR

Se introdujeron sitios de corte para las enzimas ECORI y BamHI (promega) en los extremo
amino y carboxilo del cDNA de la STS respectivamente (figura 6). Asi nos aseguramos de la
correcta orientacion del inserto en el vector plasmidico (figura 7), se realizd una PCR
utilizando los siguientes oligonucle6tidos:

Sentido: GAATTC GCC ACC ATG CCT TTA AGG AAG ATG AAG
EcoRlI Inicio

Antisentido: GGA TCC CTG CTA GCG GCT CAG TCT CTT ATC CTG
BamHI Término

La reaccion de PCR se realizd mezclando 5 pl buffer de PCR 10X High Fidelity, 1ul de
mezcla de ANTP (10 mM), 2ul MgSO4 (50 mM), 1 ul de primer sentido (10 mM), 1 ul de
primer anti sentido (10 mM), 1 ul de cDNA (1 pg), 0.2 pul Platinum Taq High Fidelity (1 U)
y se llevo a una concentracion final de 50 pl y se centrifugd brevemente. Se procedid a
incubar en termociclador a 94° C por 2 minutos para desnaturalizar el templado. Se realizaron
30-40 ciclos de amplificacion de PCR: se desnaturaliz6 a 94° C por 30 segundos. Se aline6 a
55° C por 30 segundos y se extendio a 68° C en 1 min.
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EcoRlI

ATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGTGAG _AATTCGCC ACC
atg cct tta ag g aag atg

22 MPL R KM 6

19 aag atc cct ttc ctc cta ctg ttc ttt ctg tgg gaa gee gag age cac gea 1

K1 PFLLLFFLWE A E S H AE 23/1
70 gcatca agg ccg aac atc atc ctg gtg atg gct gac gac ctc ggce att gga

ASR PN I1I LVMAD DLG I G 40/18
121 gat cct ggg tgc tat ggg aac aaa act atc ag g act ccc aat atc gac cgg

DPGCYGNIK TI R TPNID R 57/35
172 ttg gce agt ggg gga gtg aaa ctc act cag cac ctg gca gcea tca ceg ctg

LA S GGV KLTQHLAA ASUP L 74/52
223 tgc aca cca agc agg gca gcc ttc atg act ggc cgg tac cct gtc cga tca

C TPS RAAFMTG RY PVR S 91/69
274 gga atg gca tct tgg tcc cge act gga gtt ttc ctc ttc aca gcc tet tecg

G MASWSR TG VFLFT ASS 108/86
325 gga gga ctt ccc acc gat gag att acc ttt gct aag ctt ctg aag gat caa

G G LPTDE ITFAK LLK DRQ 125/103
376 ggt tat tca aca gca ctg ata _g gg aaa tgg cac ctt ggg atg age tgt cac

GYSTALI GKWH LGMSCH 142/120
427 agc aag act gac ttc tgt cac cac cct tta cat cac ggc ttc aat tat ttc

S K TDFCHH PLHHGFNYF 159/137
478 tat ggg atc tct ttg acc aat ctg aga gac tgc aag ccc gga gag ggc agt

YG I SLTNLR DC KP 176/154
529 gtc ttc acc acg ggc ttc aag agg ctg gtc ttc ctc ccc ctg cag atc gtc

VFTT GFK LVFLPLQ I V 193/171
580 ggg gtc acc ctc ctt acc ctt gct gca ctc aat tgt ctg ggg cta ctc cac

GV TLLTLAA LNCLG L LH 210/188
631 gtg cct cta ggc gtt ttt ttc age ctt cte ttc cta gca gec cta atc ctg

P GVFF S LLF LA A LI L 227/205
682 acc ctt ttc ttg ggc ttc ctt cat tac ttc cgg ccc ctg aac tgc ttc atg

T LFLGF LHYF R P LNCFWM 244/222
733 cta cga gat cat tca gca gec cat gtc cta tga caa tct cac cca gag gcet

MR NYE I I QQPM S YDNL T 261/239
784 aac ggt gga atg agg aag gcg gcc cag ttc ata cag cg

Q R LT VEAAQFI Q RNTE T 2781256
835

PFLLVLSY LHVHT A LFS 295/273
886

S KD FAGK S QHG VY G DAYV 312/290
937

E EMDWSVGQ I LN LLDE L 329/307
988 cTg Mut 1028 A>T

R LAND TLIYFTSD L G AH 346/324
1039

VEEV SSK G E IHG G S NG | 363/341
1090 gga gga aaa gca aac aac tgg gaa gga ggt atc cgg gtt cca ggc

YK GG KANNWE G GI R VPG 380/358
1141 atc ctt cgt tgg ccc agg gtg ata cag gct ggc cag aag att gat gag cc

I LRWPRVI Q AG Q K IDE P 397/375
1192 act agc aac atg gac ata ttt cct aca gta gcc aag ctg gct gga gct ccc

TS NMDIFPT VAK LAGATP 414/392
1243 ttg cct gag gac agg atc att gat gga cgt gat ctg atg ccc ctg ctt gaa

LPED R I I'DG RDLMPL LE 431/409
1294 gga aaa agc caa cgce tcc gat cat gag tit cte ttc cat tac tgc aac gcc

G K S Q RSDHETFLFHYCNA 448/426
1345 tac tta aat gct gitg cgc tgg cac cct cag aac age aca tcc atc tgg aag

YLNAVRWH PQNS TS I WK 465/443
1396  gcec ttt tte ttc acc ccc aac ttc aac cce gtg ggt tcc aac gga tgce ttt

AFFFT PNFNPV GSN GCF 482/460
1447 gcc aca cac gtg tge tte tgt ttc ggg agt tat gtc acc cat cac gac cca

ATHVCFCFGSYV THH DP 499/477
1498 cct tta ctc ttt gat att tcc aaa gat ccc aga gag aga aac cca cta act

PLLFDIS KDUPR ERNP LT 516/494
1549 cca gca tcec gag ccc cgg ttt tat gaa atc ctc aaa gtc atg cag gaa gct

PAS E PRFYE I L KVMQ EA 533/511
1600 gcg gac aga cac acc cag acc ctg cca gag gtg ccc gat cag tit tca tgg

ADRH TQ TLP EV PDQFSW 550/528
1651 aac aac ttt ctt tgg aag ccc tgg ctt cag ctg tgc tgt cct tcc acc ggc

NNFLWK PWLQ LCCPSTG 567/545
1702 ctg tct tgc cag tgt gat aga gaa aaa cag gat aag aga ctg agc cgc tag

LSC QCDR E KQ DK R L SR¥* 583/562

CATG_GATCCCGGGCCCGCGACTGCAGAGGCCTGATGCAAGCTT

BamHI

FIGURA 6. Secuencia del cDNA de STS (HGMD- NM_000351.4), su sitio de restricciéon agregado con
oligonucledtidos especificos para el reconocimiento por EcoRl y BamHI. Numeros de la izquierda
indican la posicion de los nucleétidos y los de la derecha el nimero que le corresponde a los aminoacidos
con o sin péptido lider respectivamente. Mut c1028 es el sitio de la mutacion dirigida en el cDNA del
STS.
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1.3.2. Digestion del cDNA (STS) de la PCR

Para realizar la digestion del cDNA- STS ( HGMD- NM_000351.4) ) se realiz6 la siguiente
mezcla:

Se agregd 4.1 pul H,O, 2 pl de buffer 3 10X (promega), 0.5 pl de BSA (10 pg/ ul),

DNA (cDNA-STS) a una concentracion de 1ug y finalmente las enzimas de restriccion 1ul
de ECOoR1 (10 u/ pl ) y 1pl de BamH1 (10 uw/ pl ) para un volumen final de 20 pl. La
mezcla se corrid en un gel de agarosa

1.3.3. Obtencion del vector

El vector utilizado fue el plasmido pUC57 (GenScript) que contiene 2710 pb, es un vector
pequeiio de alto niimero de copia, contiene el replicon rep (pMB1) es responsable de la
replicacion del plasmido, el gen bla (Ap" ) codifica para una B- lactamasa resistente a
ampicilina, contiene el operon para lacZ seguido de su secuencia de multiclonaje (MCS) es
mostrado en la figura 7 a. E1 mapa de de restriccion de su MCS se muestra en la figura 7 b.

Pdmi 2313

Begl 2230
Seal 2201,

BsaXl 682
Sapl 707
Aflll, Psel 830
Gsul 180
Cfr101 1803
Eco31l 1790,
Eam11051 1718
a) BseYl 1134
Myat 250! ciral Hinel .
Ecofl Egftzgl  Accl LLE Goll g S
Mttt o S fapl g Kenl BB MGht10N e I gy Stal ggpran Jul et Eeoldl P Hindll 4T

5° G TAR 3rC Gac sGo oG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CTC GCG AAT GCA TCT AGA TAT CGG ATC CCG GGC CCG TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT Tao
3* ¢ oarr o6 o oo erc ACT TAR GCT CGA GCC ATG GAG CGC TTA CGT AGR TCT ATA GCC TAG GGC CCG GGC AGC TGA CGT CTC CGG ACG TAC GTT CGA Acc
lagZ «— Val Val Ala Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Glu Ag lle Gys Arg Ser e Pro Asp Arg Ala Arg Arg Ser Cys Llem Gly Ala His Lew Ser Pro

CET RAT CAT GET CAT AGC TGT TTC TG 3°

GOR TTA GTA CCR GTA TOG ACR MAE GAC B

Thr lle Met Thr Met

—_—
b) MG reverse saqerci) primer -28), 1 7-mae

Figura 7. (a) Vector de clonacién pUC57. (b) Secuencia de restriccion dentro del Sitio de Clonaje
Miiltiple (MCS) en donde se ubica los sitios de restriccion EcCoRIl y BamHI.

1.3.4. Digestion del vector pUC57 con EcoRI y BamHI

Para realizar la digestion del plasmido pUC57 se realizo una mezcla en donde se agreg6 4.1
ul H>O, se anadi6 2 pl de buffer 3 10X (promega), ademas de 0.5 ul BSA (10 pg/ ul), DNA
(plasmido) a una concentracion de 1pg y finalmente las enzimas de restriccion 1pl de Eco R1
(10uw/ pl) y 1pl BamH1 (10 u/ pul) (promega) para un volumen final de 20 pl.
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1.3.5. Purificacion del vector pUC57 y del cDNA- STS

Se procedio a cortar la banda del gel de agarosa, se le agregaron 500 pl del buffer QX1 y 3.5
ul de resina QIAEX II SUSPENSION (Quiagen), se calentd por 10 min a 55°C. Se
centrifug6 a 11.800 rpm por 1.5 min y nuevamente bajo las mismas condiciones se agregd
500 ul de QX1, disgregando botén, se centrifugd y decanto, eliminando resto de buffer con
puntas.

Se lavo con 500 ul de buffer PE, (2 veces), se centrifugo, decanto, elimind con punta resto
de buffer. Se seco en termoblock por 10 min aprox. a 55°C. Se resuspendié con 15 pl de
H20, permitiendo la elusiéon del DNA por 24 hrs y después se centrifugé a 11.500 rpm en 2
min. El sobrenadante se corrio en gel de agarosa por electroforesis para checar la calidad del
purificado.

1.3.6. Ligacion del cDNA- STS con el vector pUC57

Para realizar la ligacion del vector de clonacion pUCS57 con el c¢DNA (STS)
se mezclo 16 pul HyO, se afadi6 90ng del vector de clonacion,
enseguida 45 ng del cDNA (STS), posteriormente 1 pl de buffer de ligacion 10X con 1nM
de ATP, 1 pul de ligasa de DNA T4 (0.1-1u) (promega), para llevar a un volumen final de 20
ul y se incubd por 24 hrs a 4°C.

Para su analisis se realizd electroforesis en gel de agarosa, utilizando como control el PSV,
NEO como lo muestra la figura 8.

1.4. Mutagénesis dirigida

Para la realizacion de la mutacion dirigida se utilizd el kit GeneTailor™ Site-Directed
Mutagenesis System (invitrogen) el cual se aplico sobre el cDNA del gen STS para cambiar
el nucledtido c1028 A>T, que cambio el aminoacido glutamina (Q) por leucina(L) en la
posicion 343 ubicado en el extremo catalitico del sitio activo de la proteina SE.

1.4.1. Metilacion del DNA

Antes de realizar la mutacion dirigida sobre el cDNA del gen STS se llevo a cabo metilacion
del DNA el cual se realizo mezclando el DNA plasmido + cDNA-STS, a una concentracion
de 100 ng, enseguida se agreg6 1.6 pl del Buffer de metilacion, se afiadio 1.6 pl, SAM (S-
Adenosilmethionine) 10X, 1.0 ul DNA metilasa (4U/ pl) y se llevo a un volumen final de
16 pl. Se mezclaron los reactivos y se incubaron 37° C X 1 hr. Se procedio a la reaccion de
mutagénesis

1.4.2. Mutagénesis dirigida en el gen STS

Para la reaccion de mutagénesis se utilizaron los siguientes oligonucleo6tidos:

Sentido: 5’-TCATCTACTTCACATCGGACCTGGGAGCACATGT-3’

Antisentido: 5’-GTCCGATGTGAAGTAGATGAGGGTATCAT-3".

Se realiz6 una mezcla con 5 pl buffer PCR 10X high fidelity, dNTPs 10 mM
1.5 pl, MgSO4 50 mM 1 pl, Primer (10 uM cada uno) 1.5 pl, DNA metilado
2.5 pl, Platinum Tagq high fidelity (SU/ ul) 0.5 ul llevando a un volumen final de 50 pl

Se mezcld y se sometid a las siguientes condiciones de PCR: 1 ciclo a 94° C por 2 min para
desnaturalizacion. Enseguida 20 ciclos a 94° C por 30 segundos; 55° C por 30 segundos; 68°
C por 1 min / 1kb DNA para alineamiento y 1 ciclo a 68° C por 10 min para extension. Se
almaceno la reaccion a 4° C después la PCR.
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1.5. Secuenciacion del DNA

Para asegurar de que la mutacion c1028 en el cDNA (STS) se habia llevado correctamente se
realizO  secuenciacion con los oligonucledtidos  especificos sentido 5°-
GGCAGATATTGAAACCTTCTG-3" y el antisentido 5’-AATCTTCTGGCCAGCCTGTA-
3’ Big Dye v3.1 (Applied Biosystems) empleando el termociclador MultiGene II (LabNet)
las condiciones de reaccion fueron recomendadas por el fabricante para la utilidad de
secuenciacion automatica. Las muestras obtenidas se purificaron con columnas Centri-Sep
(Applied Biosystems).

La secuenciacion del DNA se realizo en un secuenciador automatico ABI PRISM™ 310
Genetic Analizer (Applied Biosystems) segiin el método de terminadores didesoxi marcados
(Sanger, 1977) (Figura 9)

1.6. Clonacion del plasmido recombinante
1.6.1 Transformacioén en células competentes E.coli DH5a™ —T1®

Se centrifugd brevemente el vial que contenia la reaccion de mutagénesis y se coloco en
hielo. Se descongelo, lentamente en hielo, un tubo con 50 pul de bacterias competentes E. Coli
DH5a™ —TI® (invitrogen) y se mezclo 2 pl de la reaccion de mutagénesis con las bacterias
competentes, se incubd en hielo durante 7-10 minutos, el resto de la mezcla de mutagénesis
se guardo a -20°C

Se someti6 a un choque térmico (42° C X 30 seg) y se coloco en hielo durante 1 min.

Se recuperaron las bacterias afiadiendo 200 pl de SOC precalentado, se incubaron a 37° C
durante 1 hr en agitacion a 225 rpm y se cultivaron 125 pl en placas solidas de LB
precalentada finalmente se incubaron en estufa a 37° C toda la noche.

1.6.2. Cultivo bacteriano en placa sélida y seleccion con antibidtico

Se preparé medio LB (Luria Bertani) solido, enseguida se agito hasta disolver y se ajusto a
pH de 7 con NaOH, se aforé a 250 ml o 100 ml con agua desionizada estéril y se esterilizo
en autoclave a 121° C por 30’, se dejo enfriar y se agregd 75 pl de ampicilina (concentracion
final de 100 pg/ml), se colocaron en las cajas de petri 30 ml del medio L-B y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente, posterior se almacenaron a 4° C (las cajas con medio) y
dejando una a 37° C X 24 hrs como prueba de esterilidad (figura 10).

1.6.3. Expansion de bacterias transformadas en medio de cultivo liquido

Se preparé 100 ml de L-B (Luria Bertani) liquido, se esterilizd6 por 30’ a 121° C. Se
depositaron 10 ml de medio L-B liquido a un matraz de 50 ml, medido con una probeta
adecuada y esteril. Se agregaron 200 ul de glucosa al 20%, 160 ul de MgSOs 2 M vy
Ampicilina a concentracion 100pg/ml.

Se sembr6 una colonia de la bacteria E. coli + plasmido al medio de 10 ml y se dejo en
agitacion por 12 hrs, se observo si habia crecimiento adecuado, enseguida se tomaron 3 ml de
medio L-B crecido turbio con bacterias E. coli + plasmido y se depositaron en el matraz con
100 ml, se agreg6 glucosa al 20%, MgSO4 2 M y ampicilina. Se dejo en agitacion por 12 hrs
y posteriormente se centrifugd a 3500 rpm por 25-30° y almacend el botdn celular a 4° C o
bien se iniciaba con la extraccion del plasmido.
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1.7. Extraccion del plasmido recombinante

Para la extraccion del plasmido recombinate se utilizo el Kit QIAGEN Plasmid/ Maxi
(Qiagen). El boton de bacterias se resuspendio en 10 ml de buffer P1 (con RNasa) usando
vortex.(se mezclo el buffer perfectamente antes de usar y guardar a 4° C). Se agregaron 10 ml
de buffer P2, mezclados por inversion (4-6 veces) y se incubd a temperatura ambiente por 5
minutos. Al lisado se agregaron 10 ml de buffer P3 frio (4° C), mezclando inmediatamente
por inversion (4-6 veces) se procedié a incubar en hielo por 20 minutos, se mezcld y
centrifugé a 12000 rpm, 30 min a 4° C. Se re-centrifugd a 12000 rpm 15 min a 4° C,
removiendo rapidamente el sobrenadante que contiene el plasmido. Se hidraté el QIAGEN-
tip 500 aplicando 10 ml de buffer QBT (2 veces opcional). Se agregaron 30 ml de buffer QC
(2 veces) y se eluyo el DNA en tubos estériles de 15-30 ml, con 15ml de buffer QF, para
posterior ser precipitado el DNA con 10.5 ml de isopropanol a temperatura ambiente, se
mezclo y centrifugd inmediatamente a 9500- 11000 rpm, 30 min a 4° C. Se lavo el boton
con 800 pl de etanol a 70% y centrifugo a 9500-11000 rpm, 10 minutos a 4° C. Se decantd
sobrenadante, posteriormente se dejo secar el boton 5-10 min y se resuspendioé con 15 pl de
Tris C1 10 mM, PH 8.5.

1.8. Linealizacion del plasmido recombinante y analisis mediante digestion enzimatica
en gel de agarosa

Se realiz6 alineamiento del plasmido con el fin de tener um mayor nivel de transfeccion y se
utilizd H20 estéril 5.1 pl, posteriormente se agregd 2 ul de buffer, BSA 0.5 pl,
DNA plasmido (1 pg), finalmente la enzima ECORI (1 pl = 10-12 U) y se llevo a un
volumen total de 20 pl.

La reaccion se mezcld suavemente, después se incub6 por 2 hrs a 37 °C, enseguida 5 min a -
20 °C y finalmente 15 min a 65 °C, se guardoé a -20 °C.

El andlisis del plasmido se realiz6 en un gel de agarosa al 0.7% (0.2 gr agarosa en 30 ml de
TAE 1X) con 1.5 ul de bromuro de etidio y se corrid a un voltaje de 50 mVolt (Figura 11).
Se procedio a la transfeccion celular.

1.9. Cultivo celular
1.9.1. Linea celular

El estudio fue realizado en la linea celular A9 (ATCC: No CCL-1.4), células adherentes de
fibroblastos de raton, el cual carece de la secuencia del gen STS.

1.9.2. Medio de cultivo

Las células A9 fueron cultivadas en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
(ATCC) suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB) (ATCC) y para evitar el
crecimiento de patégenos externo se utilizo gentamicina y amfotericina B
Los cultivos de células se realizaron en frascos de cultivo (Falcon) de 25 6 75cm? de
superficie, se mantuvieron en estufa a 37° C, atmdsfera de 5% de CO2 y 90% de humedad.
Todas las manipulaciones de la linea celular se realizaron en esterilidad trabajando en
campana de flujo laminar y utilizando material y soluciones estériles.
Las lineas celulares A9 (en criotubos y almacenadas en nitrogeno liquido), fueron
descongelados en calor humedo a 37° C, posteriormente en campana de flujo laminar, las
células fueron lavadas 2 veces con PBS para eliminar los restos de DMSO y posteriormente
resuspendidas en frascos de cultivo con DMEM previamente filtrado (figura 12).
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1.9.3. Cambio de medio de cultivo

Se decant6 o vacio el medio de la caja de cultivo, agregando nuevo medio a la caja 15 0 5 ml
dependiendo del tamafio de la caja. Se observo al microscopio invertido y se incubo a 5% de
CO2 a 37° C. Para el lavado de las células, se separaron con tripsina-EDTA 0.25%- 0.53
mM (ATCC) con 10 ml y 3 ml respectivamente y se procedié a centrifugar a 1500 rpm x 5
min en medio con suero con antibidtico (C.S/CA). Después de revisar las cajas en el
microscopio invertido, se incubd a 37° C, 5% de COz2, dejando tapa semiabierta.

1.9.4. Crio-conservacion celular

Se retir6 el medio de cultivo del frasco 25 cm? con aspiracion y se agregaron 3ml de tripsina,
se movio suavemente intercalando con la incubadora de CO2 a 37° C X 5 minutos,
posteriormente se observé en el microscopio invertido para ver que las células se despegaron
del frasco, enseguida se agregaron 3 ml de medio para inhibir a la tripsina. Se centrifugo6 en
tubos Falcon a 750 rpm x 10 min y se desecho el sobrenadante, se agregdé DMSO (100pl) y
SFB (900 pl) y vacié a un vial con las células depositadas previamente y se congel6 a -80°
24 hrs y posterior pasoé a nitrogeno liquido indefinidamente.

1.9.5. Viabilidad celular (previo a la transfeccion)

Para realizar un conteo de viabilidad se tomaron 50 pl de medio con células de un tubo
previamente tripsinizado y se mezclo con 50 pl de azul de tripano, se depositd en la cdmara
de neubauer.

1).Se contaron las células vivas y muertas en los 5 cuadrantes de la camara neubauer, se
sumaron y se saco promedio de vivas y muertas.
Ejemplo:

(777)(10% (2)= 15.540.000/ ml

Promedio vivas: 777
Muertas: 56
Total vivas (777) + muertas (56)= 833- 100 %
56- x=6% Entonces 100%
-6 %
94% de VIABILIDAD

Si; 15.540 000 cel - 1 ml
1.000.000--------- X =0.0643 ml
X =64 ul de medio + células
Entonces 336ul de RPMI S.S/SA
+ 64 ul de medio + células
400 pl de medio de cultivo + células
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1.10. Transfeccion del plasmido recombinante mediante lipofeccion en las células A9

La transfeccion del plasmido recombinante en las células A9 se llevo a cabo con el kit de
LIPOFECTAMINE PLUS ™ Reagent (LIFE-TECHNOLOGIES), para ¢llo se procedié primero a
lavar las células A9 con medio RPMI (Invitrogen) sin suero/ sin antibidtico (S.S/S.A). Se
determind la cuenta (vivos y muertos) y se saco el promedio de viabilidad para asegurar que
la célula estaban vivas y se transfectaria correctamente (ver formula para viabilidad).
Enseguida se depositaron 1x10° células en 400 ul de medio S.S / S.A dentro de placas de 6
pozos y se incubd a 37° Ca 5% de CO2 (mientras se prepara liposomas y plasmidos).
Posteriormente se mezclo lipofectamina (10 pl) en 40 ul de medio S.S / S.A, se incubd 45°.
Se diluy6 1 pg de DNA plasmidico, previamente cuantificado y digerido) (aproximadamente
5 pl plasmido) en 45ul de medio S.S / S.A. Se mezclaron los complejos previos e incub6 a
15’ a Temperatura ambiente. Se agregaron los complejos a la células y mezcl6 por balanceo
y se incubd en CO2 5% a 37°C X 3-5 hrs. Posteriormente se agregd 2 ml de medio RPMI,
C.S/S.A 'y se incubd por 24 hrs 37°C 5% de CO2. Se depositd el medio con células al tubo
de 15 ml, se centrifugd a 1000 rpm x 5° y se repitié con PBS (2 ml) una vez, enseguida se
dejo las células en medio C.S/C.A (2 ml) X 24 hrs o0 mas.
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2.- Hibridacion “in situ” con Fluorescencia (FISH) en células A9

Para su realizacion se adquiri6 una sonda comercial de Identificacion especifica del locus
(LSI), en la cual se encuentra el gen STS (Xp22.3), esta sonda estd marcada con el
fluorocromo espectro naranja e incluye ademas un control interno (CPX) especifico para la
region centromérica del cromosoma X, el cual se encuentra marcado con un fluorocromo
visible en el espectro verde.

1) Pre-tratamiento de las muestras:

Las laminillas de las células A9 transfectadas y no transfectadas, y leucocitos normales se
deshidrataron en series de etanol (70%, 80% y 95%) durante 2 minutos. Una vez secas, se
desnaturalizaron por 5 min en solucién de formamida 70%, inmediatamente se trasladaron a
jarras coplin con etanol al 70% ,85 y 100% en series de 1 min.

Las preparaciones deshidratadas en etanol al 100% se dejaron secar sobre una parilla de
calentamiento a 45°C y se procedi6 a colocar la sonda.

2) Preparacion de la sonda:

La sonda comercial de LSI se mezclo con la solucion de hibridacion en una proporcion de
1:7, y aforo con H20O a un volumen final de 10 pl.

3) Hibridacion.

Se aplicaron 10 pl de la mezcla de hibridacion por cada 25 x 25 mm de area en las
preparaciones celulares. Posteriormente, se cubrieron con cubreobjetos y se sellaron con
cemento de goma (Rubber). Las preparaciones se incubaron a 37 °C en camara humeda, en
oscuridad durante 24- 48 horas.

4) Tratamiento post-hibridacion.

Se retir6 el cubreobjetos de la preparacion y se procedi6 a lavar, para eliminar el exceso de
marca. Los lavados se realizaron a 46°C por series de 3-4 min. Utilizando primero solucion
de lavado con 0.4XSSC con NP-40 y posteriormente 0.1XSSC. Se secaron las preparaciones
a temperatura ambiente en oscuridad.

5) Deteccion de la sefial:

A cada una de las preparaciones previamente tratadas se les aplicaron 10 pl  de contra
tincion, en este caso DAPI II, ya que se tiene la presencia de dos fluorocromos en distintos
espectros en la misma preparacion, se cubrio la preparacion con un cubreobjetos, evitando asi
la formacion de burbujas.

Finalmente, se analizaron las preparaciones en el microscopio de epi-fluorescencia
(OLYMPUS) a una longitud de onda de 570- 595 nm con aumento a 100 X (Figura 13).
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3. Determinacion de la actividad enzimatica de la sulfatasa de esteroides

Para su realizacién se utilizaron 1x10° de células A9 transfectadas y A9 no transfectadas,
leucocitos humanos normales como controles a la misma cantidad. La muestra de 1 x 10°
células se resuspendi6 en 1 ml de amortiguador-tris 0.014M; se procedio a fragmentar las
células empleando un Politron T-100 con vastago del nimero 10, a la velocidad maxima en
dos ciclos, de 20 y 10 segundos respectivamente. Posteriormente se incub6 la reaccion
durante 1 hora utilizando como substrato 10 pl de Sulfato de Dehidroepiandrosterona
(DHEAS-*H) (94.5 Ci/mmol/.25ml etanol)), para un volumen de 200 pl de muestra por
duplicado, se homogeniz6 la enzima y el sustrato, se procedié a incubar a 37° C durante 1
hora. Con el propdsito de detener la reaccion y extraer el producto final (DHEA) después del
tiempo de incubacion se agregd 1 ml de Benceno frio (Merck, grado analitico), agitandose
vigorosamente en vortex durante 2 minutos y se centrifugd 5 minutos a 2500 rpm.
Posteriormente, del sobrenadante, se extrajeron 600 pl, a los cuales se les afiadieron 5 ml de
liquido de centelleo para posteriormente ser leidos por espectrofotometria de centelleo de
liquidos.

Cada uno de los ensayos se realizé después de la transfeccion por duplicado a las 24 y 72 hrs,
incluyéndose ademas un blanco (buffer + sustrato).
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VIIl. RESULTADOS
Extraccion de cDNA.

Para fines practicos se decidid trabajar con la region codificante por lo que se realiz6 la
extraccion de cDNA en un solo paso. En la figura 6 se muestra la region de interés.

ANALISIS POR FISH.

Mediante este método se detectd que 20% (transfeccion regular) de las células A9
transfectadas con el vector pUC57 + STS mutado tenian en el nacleo el marcador especifico
para el gen STS (figuras 12 ¢ y d), las células A9 no transfectadas no tenian en el nacleo la
sefial del marcador para el gen STS (figuras 13 a y b). El control leucocitos normales tiene la
sefial para el gen STS (Figura 13 c)

ANALISIS BIOQUIMICO

La cuantificacion de la actividad enzimatica en la SE, 48 h posterior a la transfeccion, se
realizé en las células A9 sin transfeccion siendo ésta de 0.021 (pmol/ mg/ h), en las células
A9 + pUC57 + STS mut la actividad fue de 0.184 (pmol/ mg/ h) y en el leucocito normal de
0.150 (pmol/ mg/ h). El blanco (control negativo) resulté de 0.013 (pmol/ mg/ h).

La actividad enzimatica de la SE, 72 hrs posterior a la transfeccion se realizo, en las células
A9 sin transfeccion siendo ésta de 0.015 (pmol/ mg/ h), en las células A9 + pUC57 + STS
mut la actividad fue de 0.076 (pmol/ mg/ h) y en el leucocito normal de 0.149 (pmol/ mg/ h).
El blanco (control negativo) resultdé de 0.018 (pmol/ mg/ h). Estos mismos datos se muestran
en la cuadro 2 y gréfico 1.

TIPO CELULAR
CELULAS A9 SIN TRANSFECCION

ACTIV. DE SE48 H
(pmol/mg/h)
0.023, 0.026, 0.015
PROMEDIO: 0.021

CELELULAS A9 TRANSFECTADAS
(pUC57 + STS mutado)

LEUCOCITOS SANGRE PERIFERICA
CONTROL SANO

BLANCO

Cuadro 2: Datos de actividad bioguimica.

0.183, 0.184, 0.187
PROMEDIO:0.184

0.152, 0.148
PROMEDI0:0.150

0.016, 0.016, 0.018
PROMEDIO: 0.013

ACTIV.DESE 72 H
(pmol/mg/h)
0.012, 0.011, 0.023
PROMEDIO:0.015
0.078, 0.076, 0.076
PROMEDIO:0.076

0.150, 0.148
PROMEDI0:0.149
0.027, 0.024, 0.019
PROMEDIO: 0.018
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CONTROL

> pSV2zNEO

Puc57 + cONASTS mut{d5 kbh) — 4kb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa que muestra el ligamiento entre pUC57 y cDNA-STS. El
carril 1 es el pUC57 de 2710 pb ligado al cDNA-STS de 1752 pb (4.5 kb) al ser digerido con la enzima
EcoRI. El carril 2 es el marcador de peso molecular (4 kb) y el 3 muestra el control pSV,NEO de 6 kb.

50 &0 70
-------------------------------
C T T Ca Ca T [ ) G A C C TG GG A G CA CA T G T 2 G A A
.
mutacién
............ e
C T T Ca CaA T C G G A2cC C 4G G G A
control

Figura 9. Electroferograma muestra el cambio ¢1028 CAG > CTG (flechas) en el cDNA del gen STS
obtenido por mutagénesis dirigida.
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Figura 10. (a, b y c) Colonias de bacterias TOP 10 transformadas con el pUC57 + STS mutado
seleccionadas con ampicilina. (d) prueba de esterilidad.

pUCSK7 (2710pb)
cDNASTS (1752pb)

Figura 11. Digestion con las enzimas de restriccion EcoRl y BamHI que separa el vector de clonacion
pUC57 (2710pb) y el cDNA-STS (1752pb) previamente ligados (carril 1). Marcador de peso molecular
(carril 2)

31



18/1/2007 16:43

Figura 12. Células A9 (fibroblastos de ratdn) en medio del Eagle modificado de Dulbecco (DMEM). (a)
objetivo a 60X. (byd)a40Xy (c) al0X.

T.
C

: .

Figura 13. (ay b) ndcleo de la célula A9 sin la sefial de la sonda especifica LSl para el gen STS. (cy d)
sefial de la sonda LSI (rojo) en el nucleo de las células A9 mediante la técnica de FISH. (e) leucocitos
normales con la sefial LSI y en verde el centromero del cromosoma X.
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Graéfico 1. Actividad enzimatica promedio (1x10* pmol/mg/h) realizada en células A9 sin transfeccion (-),
con transfeccion (+), leucocitos normales (NL) y en el blanco a las 48 hrs y 72 h posterior a la
transfeccion.
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VIII. DISCUSION

La desulfatacion de los - hidroxiesteroides es esencial para la funcion y biosintesis de las
hormonas esteroides. La acumulacion del colesterol sulfatado se ve reflejada en la presencia
de escamas en la piel de pacientes con ictiosis ligada al cromosoma X (ILX), genodermatosis
que ha sido estudiada cuidadosamente en nuestro laboratorio. Mas del 90% de los pacientes
pierden totalmente el gen STS el cual codifica para la enzima SE, mientras que 10 a 5 %
corresponden a deleciones intersticiales y mutaciones puntuales (73-77). Datos disponibles
en el Human Genome Mutation Database (HGMD: http://www.hgmd.cf.ac.) indican hasta la
fecha 11 mutaciones puntuales criticas para el gen STS, nueve conduciendo a sustituciones de
aminoacidos y dos a codon de alto, éstas son: Ser341Leu, Gli344Term, Trp372Arg,
Trp372Pro o Serina, GIli380Arg, GIn389Term, His444Arg, Cis446Tir, Argd54His,
Arg454Cis, GIn560Pro (73-77). Cada una de estas mutaciones resulta en pérdida completa de
la actividad enzimatica, estas mutaciones puntuales, que casualmente se encuentran en el
sitio carboxilo de la proteina, provoca la manifestacion fenotipica de la ILX. Con relacion a
ello nos llama la atencion que sucederia si alguna mutacion se encontrara en el sitio catalitico
de la enzima, teniendo claro que este sitio es de vital importancia para la union con el
sustrato, y asi llevar a cabo su funcion.

La enzima activa o funcional esta formada por dos dominios determinados recientemente por
cristalografia de rayos X (Fig. 2a) (10), uno globular o polar que contiene el sitio activo o
catalitico y otro transmembranal que consiste de 2 a-hélices hidrofobicas anti paralelas.

El mapeo de mutaciones puntuales sobre la estructura tridimensional ha sugerido que las
mutaciones puntuales conocidas llevan a productos de transcripcion inestables, interfiere el
proceso de traduccion, que resulta en el plegamiento inadecuado de productos intermedios,
causando desestabilizacion severa de la arquitectura del sitio activo, con falla en su unién al
sustrato o bien inactivando a la proteina (10-11, 78).

Por lo anterior y considerando que la transferencia de genes recombinantes en las células
eucariontes cultivadas, conocida como transfeccidn, es una herramienta utilizada
ampliamente en estudios de expresion genica, decidimos provocar una mutacion puntual
dirigida en c1028 A>T del gen STS que produce el cambio Q343L ubicado en el sitio activo
de la SE. Analisis mediante el software SIFT PROTEIN sugirié que el cambio Q343L seria
deletéreo para la actividad enzimatica de la SE. Para minimizar errores técnicos decidimos
mutar, secuenciar y transfectar (utilizando lipofectamina) en células A9, las cuales carecen
del gen STS. Para corroborar cualitativa y semicuantitativamente la introduccion del gen
mutado con el vector en las células A9 se realizo la técnica citomolecular FISH, se observd
que la efectividad de la transfeccion y la hibridacion de la sonda especifica a la secuencia del
c¢DNA STS fue de 20% de las células. Como se muestra en los resultados, la actividad de la
enzima SE, utilizando DHEA-SO4 como sustrato, estuvo presente en las células
transfectadas y control sano, a diferencia de las células A9 sin transfeccion y del control
negativo (blanco). La mutaciéon puntual que origina el cambio de una glutamina por una
leucina permitié sugerir que no existiria actividad, ya que la glutamina es un aminoacido
hidrofilico, polar, no cargado a pH neutro a diferencia de la leucina que es un aminoacido
hidrofobico, apolar ramificado, no cargado a pH neutro. Resultado inesperado a nuestra
hipotesis de trabajo ya que la modificacion del aminoacido en el sitio activo no se tradujo en
pérdida de la funcion catalitica total.
La mutacion ¢1028 CAG>CTG, Q 343 L /glutamina > leucina, que produce un aminoacido
hidrofilico por uno hidrofoébico ubicado en el sitio activo de la enzima de la SE no se traduce
en pérdida de actividad enzimatica total comparada con las células A9 no transfectadas y el
blanco, sin embargo si mantiene su actividad, similar a los leucocitos normales.
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Consideramos que nuestra mutacion al cambiar un aminoécido hidrofilico por un hidrofébico
no afectd la arquitectura del sitio activo porque si hay actividad enzimatica. Llama la
atencion que la actividad enzimatica en las células A9(+) disminuyo de 24 a 72 hrs posterior
a la transfeccion probablemente debido a que la mismas células expulsaron el plasmido.
Asumimos que el RNAm estuvo presente (aunque no se determind) ya que existe actividad
enzimatica. Pareceria ser que el aminoacido Q343, involucrado en la unién al Ca” mantiene
su actividad, no es requerido sustancialmente para que se lleve a cabo la catalisis de la SE.
Con este resultado se prueba que el cambio Q343L no es deletéreo en la proteina.

Es importante seguir realizando estudios de mutagénesis dirigida en otros sitios del extremo
catalitico, para ampliar y conocer mas del funcionamiento o para confirmar la repercusion
que se tiene en la conformacion de la proteina total.

Las hipotesis de los cambios deletéreos o no consecuencia de mutaciones, no siempre
corresponden a lo que ocurre con los estudios in vitro, como observamos en este estudio. El
tamizar 100 o mas individuos para confirmar si se trata o no de un polimorfismo es una
herramienta util, sin embargo la confirmacion definitiva solo se lleva acabo realizando los
experimentos que indiquen con certeza la repercusion de este cambio en el DNA sobre la
proteina implicada.

De igual forma seria interesante hacer un tamizaje poblacional para caracterizar polimorfismos
en este gen ya que no se han informado en nuestra poblacion y el cambio mutacional en el gen
STS que se realizd, mas bien representa un tipo de cambio neutro en la proteina SE.
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